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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Karoliny Koprowskiej

pt. ,Nowe metody znakowania zwigzkow o znaczeniu biologicznym znacznikami
fluorescencyjnymi i metalokarbonylowymi”

wykonanej w Katedrze Chemii Organicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu tédzkiego pod
kierunkiem Promotor dr hab. Bogny Rudolf, prof. UL oraz Promotor pomocniczej dr hab. Anny
Wrona-Piotrowicz, prof. UL

Postep technologiczny oraz rozwdj medycyny zwiekszajg zapotrzebowanie na czute
i selektywne metody detekcji biomolekut, ktére umozliwiajg lepsze zrozumienie procesow
zachodzgcych w komérkach. Precyzyjna identyfikacja i monitorowanie zmian metabolicznych
czy ekspresji markeréw biologicznych sa kluczowe zaréwno w diagnostyce, jak i w ocenie
skutecznosci terapii, zwtaszcza w chorobach nowotworowych. Dlatego konieczne jest
opracowywanie nowych narzedzi analitycznych i znacznikéw molekularnych, ktére pozwolg na
doktadniejszg wizualizacje i interpretacje proceséw na poziomie molekularnym, wspierajac
rozwoj terapii celowanych oraz spersonalizowanej medycyny.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska doskonale wpisuje sie w ten nurt badan
poniewaz dotyczy problematyki z zakresu projektowania, syntezy i oceny nowych znacznikéw
chemicznych do zastosowan biologicznych i medycznych, w szczegélnosci w diagnostyce,
bioobrazowaniu oraz badaniach procesoéw zachodzacych w komdrkach nowotworowych.
Gtéwnym przedmiotem badan sg metalokarbonylowe oraz fluorescencyjne znaczniki
molekularne, modyfikacja biomolekut (gtdwnie biatek) z wykorzystaniem reakcji z grupami —SH
i strategii rebridgingu mostkdw dwusiarczkowych, ocena witasciwosci fotofizycznych,
bioortogonalnych i biologicznych otrzymanych zwigzkéw. Podjeta tematyka jest aktualna
i istotna z punktu widzenia rozwoju wspoétczesnych badan chemicznych oraz odpowiada
aktualnym trendom badawczym w tej dyscyplinie.

Celizakres badan

Celem badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Koprowskiej byto
opracowanie, synteza oraz ocena nowych narzedzi chemicznych do znakowania biomolekut
i czgsteczek wykazujgcych aktywnos$¢ biologicznag, umozliwiajgcych ich nieinwazyjng detekcje
metodami spektroskopowymi, ze szczegdlnym uwzglednieniem zastosowan w diagnostyce
i bioobrazowaniu. W ramach realizacji celu gtéwnego Doktorantka wytyczyta nastepujace
zadania badawcze:
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a) opracowanie metody modyfikacji biomolekut przy uzyciu pochodnych bromo-
i dibromomaleimidu, w tym zwigzkéw zawierajgcych fragment metalokarbonylowy,

b) modyfikacja biatek typu rebridging, polegajgcg na wbudowaniu fragmentu maleimidu
lub sukcynimidu w mostek dwusiarczkowy,

c) zaprojektowanie i synteza fluorescencyjnych znacznikéw molekularnych zawierajgcych
fluorofor pirenowy oraz bioortogonalny uktad cyklooktynowy zdolny do reakcji typu
»click”,

d) ocena wtasciwosci otrzymanych pochodnych maleimidu zawierajacych pierscien pirenu
jako potencjalnych znacznikéw bioczgsteczek,

e) przeprowadzenie nieinwazyjnej detekcji otrzymanych biokoniugatéw przy uzyciu
spektroskopii IR oraz spektroskopii emisyjnej.

Realizacja powyzszych celéw umozliwita opracowanie nowych strategii znakowania biomolekut
oraz ocene ich przydatnosci aplikacyjnej w kontekscie metod diagnostycznych
i bioobrazowania. Zakres pracy jest adekwatny do postawionego celu i obejmuje zaréwno czes$é
teoretyczna, jak i szeroko zakrojone badania eksperymentalne.

Struktura rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Koprowskiej ma forme monografii sktadajacej sie
z szesciu rozdziatéw: celu pracy, czesci literaturowej obejmujgcej bioobrazowanie oraz wybrane
znaczniki czgsteczek biologicznie aktywnych, czesci badawczej zawierajgcej obszerne
podsumowanie, czesci eksperymentalnej oraz bibliografii. Do pracy dotgczony zostat wykaz
skrétéw, streszczenie i abstrakt, dorobek naukowy Doktorantki oraz publikacja. Catosé liczy 191
stron maszynopisu. Uktad pracy jest logiczny i przejrzysty. Poszczegolne rozdziaty podzielone na
liczne podrozdziaty tworzg spojna cato$¢, umozliwiajgc czytelnikowi analize i interpretacje
prezentowanych przez Autorke wynikéw badan. Doktoranta zachowata prawidtowe proporcje
pomiedzy czes$cig literaturowa, eksperymentalng i opisem wynikéw. Struktura pracy jest
adekwatna do zatozonych celéw.

Czesé literaturowa zostata opracowana rzetelnie i w sposéb wyczerpujgcy. Autorka wykazata
sie dobra znajomoscig aktualnego piSmiennictwa, obejmujgcego zaréwno klasyczne, jak
i najnowsze doniesienia naukowe. Obszerny przeglad literatury (159 pozycji) potwierdza bardzo
dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki do realizacji podjetych badanh oraz jednoznacznie
wskazuje na istnienie luki badawczej, ktérg skutecznie wypetniaja przedstawione przez
mgr Karoling Koprowska badania wtasne.

Czesé doswiadczalna stanowi istotny element rozprawy. Zastosowane metody badawcze
zostaty dobrane wtasciwie, a ich opis jest kompletny i umozliwia powtdrzenie
przeprowadzonych eksperymentéw. Procedury syntezy, warunki reakcji, metody oczyszczania
oraz uzyskane wydajnosci zostaty przedstawione w sposob czytelny i poprawny metodycznie.
Do identyfikacji i charakterystyki otrzymanych zwigzkéw mgr Karolina Koprowska zastosowata
odpowiedni zestaw metod analitycznych, w tym spektroskopie *1H oraz ~13C NMR. Pewnego
doprecyzowania wymaga jednak kwestia rejestracji widm NMR w réznych rozpuszczalnikach
deuterowanych. W pracy nie wyjasniono jednoznacznie z czego to wynikato. Pewien niepokdj
budzi réwniez fakt, ze dla czesci otrzymanych zwigzkéw nie podano temperatur topnienia,
a takze nie przedstawiono widm ~13C NMR ani danych ze spektrometrii mas. Braki te nie zostaty
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w pracy wystarczajgco uzasadnione. Z kolei dla kilku otrzymanych pochodnych Doktorantka
potwierdzita przypisywang strukture czgsteczek na podstawie porédwnania uzyskanych widm
NMR z danymi literaturowymi. Rodzi to pytanie, czy zwigzki te byty wczesniej znane i opisane
w literaturze, czy tez poréwnanie to miato charakter pomocniczy i dotyczyto jedynie fragmentow
strukturalnych. Niewatpliwym atutem pracy sg badania rentgenostrukturalne, ktére w sposob
jednoznaczny potwierdzity strukture wybranych produktéw oraz dostarczyty cennych informacji
dotyczgcych oddziatywan wystepujgcych na poziomie molekularnym. Istotnym uzupetnieniem
kompleksowej charakterystyki otrzymanych zwigzkéw sag takze badania biologiczne
z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej, pozwalajgce na analize lokalizacji komodrkowe;j
badanych uktadéw oraz ocene ich zdolnosci do penetracji wnetrza komorek.

Czes$¢é badawcza obejmuje omowienie wynikdw badan oraz podsumowanie. Badania zostaty
bardzo dobrze zaplanowane i konsekwentnie realizowane na wszystkich etapach pracy.
Koncepcja badan charakteryzuje sie logicznym uktadem, a kolejne eksperymenty byty
prowadzone w sposob przemyslany i wzajemnie sie uzupetniaty. Badania zostaty zaplanowane
w sposéb konsekwentny - od projektu czasteczki, przez synteze i charakterystyke
fizykochemiczng, az po ocene wtasciwosci fotofizycznych i biologicznych, co $wiadczy
o dojrzatosci naukowej Autorki. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig wtasciwego doboru
metod badawczych oraz duzg samodzielno$cig w rozwigzywaniu pojawiajgcych sie problemow
eksperymentalnych, co zaowocowato uzyskaniem wartosciowych i spojnych wynikéw. Biorac
pod uwage réznorodnos$é otrzymanych zwigzkéw oraz szeroki zakres przeprowadzonych badan,
nalezy podkresli¢ niezwykle duzy naktad pracy badawczej wykonanej przez Doktorantke.
Synteza licznych zwigzkéw reprezentujgcych odmienne grupy chemiczne, w tym takze
biokoniugatéw, potgczona z ich wnikliwg analizga wtasciwosci fizykochemicznych oraz
biologicznych, stanowita zadanie wyjgtkowo ambitne i wymagajgce. Pani mgr Karolina
Koprowska w petni sprostata temu wyzwaniu, wykazujgc sie wysokimi kompetencjami
merytorycznymi, samodzielno$cig badawczg oraz doskonatym przygotowaniem warsztatowym.
Jej warsztat pracy naukowej zastuguje na najwyzsze uznanie i szczegdlne wyrdznienie.
Doktorantka zastosowata adekwatny i bogaty zestaw metod (NMR, IR, HRMS, UV-Vis,
fluorescencja, pomiary czasow zycia, mikroskopia konfokalna), co zapewnia wysoka
wiarygodnos¢ uzyskanych wnioskéw. Walorem pracy sg bardzo starannie opracowane
schematy, tabele oraz ryciny. Autorka wykazat sie umiejetno$cig samodzielnej interpretaciji
rezultatdbw oraz ich krytycznej analizy. Zakonczeniem tego rozdziatu jest obszerne
podsumowanie, ktére stanowi raczej streszczenie pracy. Zabrakto mi jednak kilku wnioskéw.
Czy Doktorantka mogtaby w trakcie publicznej obrony sformutowa¢ 3-4 kluczowe wnioski
ptyngce z przeprowadzonych badan?

Mocne strony pracy:

1. Przeprowadzone badania stanowig kompleksowe opracowanie obejmujgce
projektowanie, synteze, charakterystyke fizykochemiczng i fotofizyczng oraz ocene
aktywnosci biologicznej nowych pochodnych maleimidu, ditiomaleimidu oraz uktadéw
pirenowych przeznaczonych do zastosowan w chemii bioorganicznej, bioortogonalne;j
i biologii chemicznej.
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2. Wykazano, ze pochodne bromo i dibromomaleimidu, zaréwno organiczne, jak
i zawierajgce fragment metalokarbonylowy, stanowig efektywne reagenty do
selektywnej modyfikacji bioczgsteczek zawierajgcych grupy tiolowe. Reakcje z cysteing,
glutationem oraz biatkami modelowymi prowadzg do otrzymania stabilnych pochodnych
tio iditiomaleimidu oraz biokoniugatéw otrzymywanych na drodze rebridgingu mostkow
dwusiarczkowych, potwierdzajgc uzytecznosc¢ tych uktadéw w chemii biatek.

3. Wykazano istotny wptyw fragmentu metalokarbonylowego na wtasciwosci
fizykochemiczne i biologiczne otrzymanych zwigzkéw. Pochodne zawierajgce fragment
metalokarbonylowy wykazujg brak fluorescencji, lecz mogg by¢ tatwo wykrywane
metodg spektroskopii IR, natomiast ich analogi organiczne charakteryzujg sie
wtasciwosciami fluorescencyjnymi. Kluczowym osiggnieciem pracy jest wykazanie, ze
metalokarbonylowe pochodne ditiomaleimidu pod wptywem $Swiatta widzialnego
ulegajg fotodegradacji z uwolnieniem tlenku wegla i jednoczesnym powstaniem
fluorescencyjnych form organicznych. Otrzymane zwigzki stanowig pierwszy przyktad
znacznikow, ktére mogg by¢é fotochemicznie przeksztatcane ze znacznikdéw
wykrywanych metoda IR w znaczniki fluorescencyjne, oraz nowa klase zwigzkéw typu
photo CORMs.

Przedstawiona do oceny rozprawa mgr Karoliny Koprowskiej napisana jest poprawnym jezykiem
naukowym, z zachowaniem wtasciwej terminologii chemicznej. Czes$¢ graficzna (schematy,
widma, ryciny) zostata przygotowana starannie. Praca nie zawiera istotnych uchybien
redakcyjnych. Co prawda pojawity sie drobne btedy jezykowe, powtdrzenia i niekonsekwencje
terminologiczne, ale nie majg one wptywu na wysokg warto$¢ merytoryczna pracy.

Nieliczne zagadnienia i pytania moga stanowi¢ przedmiot dyskusji podczas obrony:

1. Aktywnos¢ biologiczna zostata oceniona na jednej linii nowotworowej (MDA MB 231) oraz
jednej linii prawidtowej, co nie pozwala na petng ocene selektywnosci i potencjatu
terapeutycznego zwiagzkdéw. Czy planowane sg dalsze badania?

2. Obecnos¢ fragmentu metalokarbonylowego istotnie wptywa na cytotoksycznosc,
zdolnos$¢ przenikania do komdrek oraz sposdb detekcji zwigzkow (fluorescencja). Czy
efekt biologiczny wynika tylko z wuwalniania CO, czy roéwniez z wtasciwosci
transportowych i lipofilowych fragmentu organometalicznego?

3. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg, ze charakter chemiczny tgcznika pomiedzy
pirenem a cyklooktynem ma kluczowe znaczenie dla emisji fluorescencji. Czy
planowane jest projektowanie przysztych znacznikéw w celu dalszej optymalizacji ich
wtasciwosci?

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne i wartoSciowe
opracowanie naukowe. Doktoranta wykazata sie umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia
badan naukowych oraz interpretacji uzyskanych wynikéw. Rozprawa doktorska wnosi oryginalny
wktad do rozwoju dyscypliny nauk chemicznych Praca jest nowatorska, a uzyskane wyniki maja
wartos$¢ poznawczg i potencjat do dalszych badan naukowych.

Strona | 4



Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Koprowskiej

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska autorstwa mgr Karoliny Koprowskiej pt. ,,Nowe metody
znakowania zwigzkéw o znaczeniu biologicznym znacznikami fluorescencyjnymi
i metalokarbonylowymi” spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim i okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce,
w zwigzku z tym zwracam sie do Komisji Uniwersytetu Lddzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki chemiczne o dopuszczenie pani mgr Karoliny Koprowskiej
do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora w dyscyplinie
nauki chemiczne.

Whiosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej

Na podstawie analizy przedstawionej rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Koprowskiej
stwierdzam, ze praca ta znacznie wykracza poza standardowe wymagania stawiane rozprawom
doktorskim. Badania zostaty zaplanowane i przeprowadzone w sposdb wyjgtkowo dojrzaty,
spoéjny i samodzielny, obejmujgc racjonalne projektowanie zwigzkéw, ich synteze, wnikliwg
charakterystyke fizykochemiczng i fotofizyczng oraz ocene witasciwosci biologicznych.
Uwzgledniajgc bardzo duzy naktad pracy badawczej, wysoki poziom metodologiczny oraz
istotng warto$¢ poznawczg i potencjat aplikacyjny uzyskanych wynikéw, wnioskuje
o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Koprowskie;j.

Prof. dr hab. Monika Pitucha

Lublin, 13.04.2026r.
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